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REINIGUNG VON FAKTOR VIII-KOMPLEX DURCH IMMUNAFFINITATSCHROMATOGRAPHIE 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen hochgereinigten Komplex 
bestehend aus den Komponenten Faktor VIII ( Faktor VIII :C oder 
FVIII) und von Willebrand-Faktor ( vWF ) , eine stabile pharmazeu- 
tische Praparation, enthaltend den hochgereinigten Komplex, so- 
wie ein Verfahren zur Herstellung eines hochgereinigten Faktor 
VI I I : C/vWF-Komplexes . 

Von Willebrand-Faktor ist ein multimeres Glykoprotein, welches 
von einem Gen auf Chromosom 12 codiert wird und im Plasma in 
Konzentrationen von 5 bis 10 \ig/ml frei und als nicht-kovalenter 
Komplex mit Gerinnungsf aktor VIII, dem Protein, welches durch 
ein Gen auf Chromosom 10 codiert wird und in Haemophilie A 
defekt ist bzw, fehlt, zirkuliert. 

Zu den zwei wichtigsten Funktionen von vWF in der Haemostase 
zahlen: 

1 ) die Adhesion der Thrombozyten an verletztes Endothel, wobei 
vWF an das verwundete Sub-Endothelium bindet, und eine Brucke 
zwischen dieser Oberflache und den Blutplattchen sowie eine 
Aggregation der PlSttchen untereinander ermoglicht. Die erste 
Interaktion zwischen Thrombozyten und Subendothel erfolgt uber 
das Glykoprotein lb der Thrombozytenmembran und den Kollagen- 
fasern des verletzten Endothels. An diesen beiden Proteinen 
bindet vWF und vermittelt so die Bildung einer ersten Thrombo- 
zytenschicht , Die weitere Vernetzung der Blutplattchen unter- 
einander vermittelt vWF durch die Bindung an den Glykoprotein- 
komplex Ilb/IIIa, Fur diese Aufgaben der prim^ren Haemostase 
sind hauptsachlich die groBen Multimeren verantwortlich . (Eller; 
Lab. Med. (1994); 18: 168-176) 

2 ) durch seine Bindungsstelle fur FVIII beeinfluSt vWF auch die 
plasmatische Gerinnung. FVIII liegt im Plasma fast ausschlieS- 
lich in einem nicht-kovalenten Komplex mit vWF vor, wobei etwa 
jedes zehnte vWF-Molekul ein FVI I I -Molekul tragt. Als Trager 
dienen vor ailem Dimere und kieine Multimere. Durch diese Kom- 
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plexierung mit vWF ist FVIII vor einer verstarkten proteolyti- 
schen Inaktivierung (z.B. durch aktiviertes Protein C) ge- 
schutzt . 

Desweiteren wird FVIII durch die Komplexbildung hinsichtlich 
seiner Cof aktoraktivitat in der intrinsischen Gerinnung poten- 
ziert (Eller; Lab. Med. (1994); 18: 168-176). 

vWF wird in den vaskularen EndothGlzellen, welche die Haupt- 
quelle dieses Plasmaproteins bilden, durch konstitutive oder 
st:imuliert:e Freisetzung gebildet, aber auch in einem geringeren 
Anteil durch die Megakariozyten synthetisiert ( PNAS 92 (1995), 
2428-2432) . 

Das primare Produkt der Translation besteht aus 2813 Aminosau- 
ren. Nach Abspaltung des Signalpeptids (22 Aminosauren) kommt es 
zur Dimerisierung, Die weitere Prozessierung erfolgt im Golgi- 
Apparat, wobei die Dimere unter Abspaltung des Propeptids (741 
Aminosauren) polymerisiert . Das Propeptid spielt bei der weite- 
ren Verkniipfung der Dimere eine wichtige Rolle^ wobei es die 
Ausbildung von Disulf idbrucken am aminoterminalen Ende kataly- 
siert, Somit entwickeln sich unterschiedlich groBe Oligomere von 
der GroBe eines Dimers mit 500.000 Dalton bis zu groBen Multime- 
ren mit bis zu 20 Millionen Dalton. Zus^tzlich zu den proteoly- 
tischen Vorgangen ist der vWF noch anderen posttranslationalen 
Modif ikationen unterworfen, einschlieBlich der Glykosylierung 
und Sulf atisierung. ( Mancuso et al.; Hamostaseologie (1989); 
9: 122-129) 

Aus der Komplexizitat der Biosynthese resultiert daher eine 
Vielzahl verschiedenster vWF-Molekule mit unterschiedlichsten 
Aufgaben und Eigenschaf ten . 

Dies fiihrt dazu, daB von Willebrand-Faktor sehr unterschiedliche 
Bindungsaktivitaten zu seinen naturlichen Bindungspartnern auf- 
weisen kann. Insbesondere zeigte sich, daB die Bindungen ver- 
schiedener vWF-Molekule zum Glykoprotein lb, zu Kollagen, zu 
Heparin, zum Glykoprotein I Ib/IIIa-Kompiex, zu Faktor VIII und 
zum Sub-Endothelium unterschiedlich stark sein kbnnen. 
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Dies bedeutet aber, daS jede vWF-Praparation aus einem Gemisch 
dieser verschiedenen vWF-Proteine bzw. vWF-Aggregate zusammen- 
gesetzt ist und daher bezugiich der Eigenschaf ten, wie die 
essentielle Bindungsstarke zu Faktor VIII, heterogen ist. 

Das Auftreten von verschiedenen Formen von vWF begrundet auch 
die kompiexen und unterschiedlichen Phanotypen bei der Patho- 
physiologie der von Willebrand-Krankheit , welche in bestimmten 
Fallen auf eine Unter-, in anderen Fallen auf eine Uberproduk- 
tion des von Willebrand-Faktors zuriickzuf vihren ist. So fuhrt 
z.B- eine Uberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung von 
Thrombosen, wohingegen eine Unterversorgung von vWF eine ver- 
mehrte Blutungsneigung oder verlangerte Blutungszeit zur Folge 
hat, jedoch ist dies keineswegs generell gultig, entscheidend 
ist namlich auch, in welcher Form der von Willebrand-Faktor 
Uber- Oder unterproduziert wird. 

Zur Unterscheidung und Charakterisierung der Eigenschaf ten des 
vWF und des vWF-Syndroms werden eine Reihe von Analysenmethoden 
eingesetzt . 

So ist fur die Diagnostik die Ristocetin-Cof aktor-Aktivitatsbe- 
stimmung unentbehrlich . Dabei wird die Thrombozytenaggregation 
in Gegenwart des Antibiotikums Ristocetin untersucht, welche bei 
Patienten mit vWF-Syndrom vermindert oder uberhaupt nicht vor- 
handen ist. (Macfarlane et al . ; Thrombosis et Diathesis 
Haemorehagica 1775; 34: 306-308). 

Desweiteren kann die Kollagenbindungsaktivitat des vWF zur 

Dif f erenzierung des vWF-Syndroms herangezogen werden (Thomas et 

al.; Hamastaseologie (1994); 14: 133-139). 

Die Bindungsdissoziationskonstante zwischen vWF und FVIII kann 
nach der Methode von Vlot et al. bestimmt werden (Blood 83 (11) 
(1995); 3150-3157). 

Der molekulare Aufbau des vWF wird durch Analyse der Multimer- 
struktur mittels einer SDS-Elektrophorese in 1,2 % Agarosegelen 
bestimmt ( Ruggeri et al . ; Blood (1981); 57: 1140- 1143). 
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2ur Bestimmung der vWF-Antigen-Gesamtmenge werden verschiedenste 
kommerziell erh^itliche ELISA-Testktis herangezogen , 

Die Herstellung eines optimalen FVIII/vWF-Komplexes sollte sich 
zum Ziele se1:zen, ein stabiles, vor allem aber ein von uner- 
wiinschten Begleitproteinen freies Produkt zu liefern, da jede 
unnotige Proteinf racht das Risiko unerwunschter Nebenwirkungen 
in sich birgt. 

Somit stellt jede Konzentration an vWF, die nicht zur Stabili- 
sierung von FVIII notwendig ist, eine Belastung des HMmophilen 
dar . 

Bisher konnte im Zuge von Herstellungsverf ahren fur von 
Willebrand-Faktor-Praparationen, insbesondere aus Plasmapools , 
das Risiko einer heterogenen Zusammensetzung auf Grund der ver- 
schieden auf trretenden Formen des von Willebrand-Faktors nie 
ausgeschalten werden und es ist bisher im Stand der Technik 
nicht gelungen, eine vWF-Praparation mit einheitlichen Eigen- 
schaften, beispielsweise bezuglich der Bindungsaktivitat zu 
einem bestimmten Liganden, zu gewinnen. 

Es war bekannt, Faktor VIII-Komplex mittels verschiedener anti- 
vWF-monoklonaler Antikorper sowohl aus Plasma als auch aus Kryo- 
prazipitat zu reinigen (Thromb. Haemostas. 57 (1987), 102-105). 
Dabei wurde auch die Stabilitat des FVIII/vWF-Komplexes in un- 
terschiedlichen Puffern bei pH 6,5 getestet, darunter solche, 
die Glykole, Aminosauren, Chaotrope, Amine, andere Salze oder 
organische Ldsungsmittel und/oder Detergentien enthalten. Der 
Zusatz von Lysin zu Puf f erloungen mit chaotropen Stoffen in ho- 
her Konzentration, wie z.B. 3M Harnstoff, bewirkte einen Schutz 
von Faktor VlII:C/vWF:Ag gegenuber denaturierenden Effekten. Die 
Aktivitaten von Faktor VIII :C und vWF R.cof. betrugen beispiels- 
V7eise nach Inkubation mit 20 % V/V Ethylenglykol + 1 M KJ 72 % 
bzw. 48 %, bei Behandlung mit 3 M Harnstoff 88 % bzw. 77 %. 

Die spezifische Aktivitat von Faktor VIII :C in einem Endprodukt, 
eluiert mit 1 M KJ + 1 M Lysin + 20 mM Imidazol + 5 mM CaC12, pH 
6,5 betrug 45 I-E,/mg Gesamtprotein , jene von vWF 60 I.E./mg. 
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Es wurde auch berichtet, Faktor VIII/vWF-Komplex aus Kryopr^zi- 
pitat nach Adsorption an Al(OH)3 und Durchfuhrung einer Virus- 
inakt:ivierung unter Verwendung von anti-vWF tnonoklonaler Anti- 
k5rper chromatographisch zu reinigen ( Biot:echnoi , Blood Prot. 
227 (1993), 109-114). Die Elution des adsorbierten Komplexes er- 
folgte bei pH 6,5 unter Zusatz des chaotropen Agens KJ (1 M), 
Das Verhaltnis Faktor VIII :C/vWF: AG betrug 0,8, die spezifische 
AktivitSt von Faktor VIII :C 38 i.u./mg, 

Schlie61ich ist aus der EP-0 295 645-A2 bekannt, Faktor VIII- 
Koinplex mittels Af f initatschromatographie unter Verwendung spe- 
zifischer, gegen vWF gerichteter Peptide aus heterogenen biolo- 
gischen Fliissigkeiten zu reinigen, Der Koraplex wurde dabei unter 
Verwendung von pH-Gradienten oder Puffern mit hoher lonenstarke 
eluiert ( siehe Beispiel 5 der EP-0 295 645-A2 ) . 

In der EP 0 416 983 Al wird eine Preparation mit dem Faktor 
VIII/vWF-Komplex beschrieben, welche durch Anionenaustauschchro- 
matographie hergestellt wurde. GemaS der WO 86/01718 Al wurde 
eine Faktor VIII/vwF-Komplex-Praparation mittels Ghromatographie 
an einem monoklonalen Antikorper erhalten. 

Allen diesen Faktor VIII/vWF-Komplexen im Stand der Technik ist 
gemein, daS sie trotz hoher Anreicherung und Aufreinigung der 
PrSparate kein in bezug auf vWF homogenes Praparat, was seine 
Bindung gegenuber Faktor VIII :C anbelangt, zur Verfugung stellen 
konnten und daher kein nativer Faktor VIII/vWF-Komplex mit hoher 
spezif ischer Aktivitat exist ierte . 

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher zur Aufgabe, eine 
Faktor VI I I /vWF-Praparation , enthaltend einen Faktor VIII/vWF- 
Komplex, zur Verfugung zu stellen, weicher in bezug auf die 
Bindungseigenschaf ten des vWF bezuglich des Faktor VIII eine 
einheitliche Struktur aufweist und daher besonders vertraglich 
bzw. stabil ist. 

Diese Aufgabe wird er f indungsgemaB durch eine Praparation, ent- 
haltend einen hochgereinigten Komplex, bestehend aus den Kompo- 
nenten Faktor VIII und von Willebrand-Faktor mit einer spezifi- 
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schen AktivitSt von mindestens 70, vorzugsweise 100 bis 300 E 
Faktor VIII:C/mg gel5st, welcher durch Reinigen eines Ausgangs- 
materials, enthaltend Faktor VIII :C und vWF, mittels Affinitats- 
chromatographie erhSltlich ist , wobei der Komplex aus Faktor 
VIII :C und vWF sowie der nicht komplexierte Faktor VIII :C bzw, 
vWF fraktioniert eluiert werden. Dabei wird nicht-komplexierter , 
also uberschvissiger , Faktor VIII : C bzw , von Willebrand- Faktor 
durch Immunaf f initatschromatographie abgetrennt , insbesondere 
durch die f raktionierte Elution, bei der der komplexierte und 
nicht- komplexierte Faktor in getrennten Fraktionen erhalten 
wird. 

Durch den erf indungsgemaSen Abtrennungsschritt von nicht-kom- 
plexiertem Faktor VIII :C bzw. von Willebrand-Faktor werden ge- 
zielt insbesondere von Willebrand-Faktor-Molekule mit beein- 
trSchtigter Affinitat zu Faktor VIII abgetrennt, und es wird 
erstmalig ein homogener, nativer Faktor VIII/vWF-Komplex erhal- 
ten, der eine bezuglich der AffinitSt zu Faktor VIII definierte 
Fraktion des vWF enthalt. 

Der erf indungsgem^Be Komplex ist (iberraschenderweise bei der 
Immunaf f initatschromatographie in einem chaotropen Milieu be- 
standig. Sogar in einem Medium mit einer Leitf ^higkeit von bis 
zu 30 mS, vorzugsweise bis zu 40 mS, ist keine Dissoziation des 
Komplexes f estzustellen. So kann der stabile Komplex des Faktor 
VIII und vWF von der anti-vWF-Saule sogar bei einer relativ 
hohen lonenst^rke entsprechend einer 2- bis 3-fach isotonen 
L5sung, eluiert und gewonnen werden. 

Im erf indungsgemafien Komplex weist der vWF vorzugsweise eine 
Kollagenbindungsaktivitat im Bereich von 0, 2 bis 0, 6, bezogen 
auf das vWF-Antigen ( Plasmaeinheit/Plasmaeinheit ) , auf. 

Der erf indungsgemaQe Komplex ist vorzugsweise erhaltlich durch 
Reinigen eines die beiden Komponenten enthaltenden Ausgangs- 
materials, wobei der Komplex sowie der separate Faktor VIII :C 
bzw. vWF vom Immunaf finitatstrager fraktioniert eluiert werden. 

Die Elutionsmi ttel konnen auch relativ hohe Konzentrat ionen an 
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Chaotropen bzw. chaotrop wirksamen Salzen enthalten, da die 
Immunaf f initatschromatographie vorzugsweise an Antikorpern vor- 
genommen wird, die ihre Affinitat bzw. Aviditat gegen Faktor 
VIII Oder vWF auch unter stringentzen Bedingungen beibehalten und 
der erhaltene Faktor VIII/vWF-Komplex auch unter diesen Bedin- 
gungen stabil bleibt. 

Beispielsweise werden Antikorper ausgewahlt, die das Antigen 
ohne Beeintrachtigung der Bindungseigenschaf ten bis zu 1 M NaSCN 
Oder O, 5 M Guanidinhydrochlorid, Oder sogar bis zu 100 % Satti- 
gung Ammoniumsulf at binden. Jeweils 50% des Antigens werden noch 
bis zu 1,5 M NaSCN bzw. 0,75 M Guanidinhydrochlorid , 80 % Ethy- 
lenglykol, oder 0,75 M Harnstoff gebunden. Die fur die Immun- 
af f initatschromatographie verwendeten Antik5rper sind bevorzug- 
terweise starke Antikorer, welche in einem Bihdungstest an das 
immobilisierte Antigen auch aus verdunnten Losungen von maximal 
30 ng/ml, vorzugsweise maximal 15 ng/ml, binden, entsprechend 
einem Antikdrper/Antigenverhaltnis von 1:5 bis 1:20. 

Aufgrund der hervorragenden Eigenschaf ten des erf indungsgemaBen 
Komplexes in bezug auf seine Homogenitat, insbesondere hinsicht- 
lich der Faktor VIII-Bindungseigenschaf ten des enthaltenen vWF, 
ist er besonders geeignet zur Herstellung von pharmazeutischen 
Pr^parationen zur Verabreichung von Faktor VIII und/oder vWF. Es 
zeigte sich, daB der erf indungsgemafie Komplex in einer gegeniiber 
Plasma um mindestens 5000-fach, vorzugsweise 7100- bis 21 400- 
fach, angereicherten Konzentration gewonnen werden kann. Eine 
besondere Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung ist daher 
eine stabile pharmazeutische Praparation, enthaltend den erfin- 
dungsgemaBen hochgereinigten Komplex in einer gegenuber Plasma 
mindestens 5000-fach, vorzugsweise 7100- bis 21 400-fach, ange- 
reicherten Konzentration, wobei der Komplex eine hohe Komplex- 
Bindungsstarke aufweist und im wesentlichen frei von nicht-kom- 
plexiertem vWF bzw. Faktor VIII :C ist. Dadurch wird gewahrlei- 
stet, daB kein uberschiissiger vWF oder andere Proteine den Pa- 
tienten belastet, bei Erhaltung der physiologischen Aktivitat 
des Faktor VIII/vWF-Komplexes . Das erf indungsgemaBe Praparat 
zeichnet sich also durch seine hervorragende physiologische 
Akzeptanz aus. 
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Die Freiheit von nicht-komplexiertem vWF und/oder Faktor VIII :C 
bedeuliet:, daB weniger als 5 %, vorzugsweise weniger als 1 %, an 
freiem vWF bzw, Faktor VIII :C, bezogen auf den Gesamtproteinge- 
halt, in der pharmazeutischen Praparation gefunden werden kann. 
Besonders bevorzugt sind Praparationen, bei welchen kein nicht- 
komplexierter vWFiAg bzw. Faktor VIII :C nachgewiesen werden 
kann. 

Der Nachweis von nicht-komplexiertem vWF bzw. Faktor VIII er- 
folgt durch Rechromatographie des erf indungsgemaBen Komplexes am 
Immunaf f initatsmaterial , wobei dieses Material mit einer be- 
stimmten Menge an freiem vWF bzw, Faktor VIII beladen wird, der 
Komplex erneut adsorbiert und in zuvor beschriebener Weise elu- 
iert wird. Das nach Rechromatographie erhaltene Material enthalt 
das gleiche VerhSltnis Faktor VIII ;C zur vWF;Ag wie im Ausgangs- 
material und zeigt daher keine relativen Verluste. Ein weiterer 
Test zum Nachweis von nicht-komplexgebundenem Faktor VIII und 
vWF ist die Bindung des Komplexes an immobilisierte Faktor 
VIII :C-Antikorper oder vWF- Antikorper , wobei nach der Adsorption 
kein wesent lichen Anteil, d,h, weniger als 5 %, an ungebundenem 
vWF bzw. Faktor VIII :C im Uber stand nachgewiesen werden kann. 

Die erf indungsgemafle pharmazeutische Praparation zeichnet sich 
durch eine hohe Zuverlassigkeit beziiglich ihres Wirkungsspek- 
trums aus, wobei das Risiko des Abbaus bzw. der Aktivierung des 
Faktor VIII durch den geringen Anteil an freiem Faktor VIII :C 
bzw, leicht-dissoziierbarem Faktor VIII :C erheblich gegeniiber 
bekannten Faktor VIII :C/vWF-Komplexpraparationen reduziert ist. 

Es versteht sich von seibst, daB die pharmazeutische Prepara- 
tion, enthaltend den erf indungsgemaBen Komplex, geeignete phar- 
mazeutische Wirk-, Puffer-, Hilfs- oder Zusatzstoffe aufweisen 
kann, welche fur Faktor VIII/vWF-Praparate verwendet werden, 
Aufgrund der ausgezeichneten Stabilitat des Faktor VIII/vWF- 
Komplexes kann dieser aber auch ohne weitere Veirwendung ublicher 
Stabilisatoren, wie Albumin, Zucker, insbesondere Trehalose oder 
Saccharose, zu einem stabilen pharmazeutischen Praparat verar- 
beitet werden. 
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Das erf indungsgemaSe pharmazeutische PrSparat ist auch in L5sung 
bei neutralem pH ausreichend stabil, daB es als Flussigpraparat 
bzw. f lussig-tiefgefrorenes PrSparat zur Verfiigung gestellt wer- 
den kann. Nach Rekonstitution eines entsprechenden iyophiii- 
sierten Praparates kann ebenfalls eine etwa gleichbleibende Zu- 
sammensetzung des Kompiexes gezeigt werden. 

Die zu verabreichende Dosis bzw. Konzentrationen des Kompiexes 
im Praparat: kann ebenfalls leicht vom Faehmann aufgrund der im 
Stand der Technik bekannten Verabreichungsregime fur Faktor 
VIII /vWF-Praparate bestimmt werden. 

Der Faktor VIII und/oder vWF kann im erf indungsgemSBen Praparat 
als natives Protein, oder dessen Derivat, beispielsweise als 
durch Deletion, Substitution oder Insertion mutiertes Protein 
Oder als chemisches Derivat bzw. als Fragment enthalten sein, 
soferne die hohe Bindungsaf f initat des Faktor VIII zu vWF im 
Koraplex erhalten bleibt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, 
mit welchem der erf indungsgemSSe Komplex hergestellt werden 
kann, welches das Reinigen eines Ausgangsmaterials , enthaltend 
Faktor VIII :C und vWF, mittels Immunaf f initatschromatographie 
umfaSt, wobei der Komplex aus Faktor VIII :C und vWF sowie der 
nicht-komplexierte Faktor VIII :C bzw. vWF fraktioniert eluiert 
werden. Durch die gezielte f raktionierte Eluierung der nicht- 
komplexierten Faktoren vom Komplex ist es erstmals gelungen, 
eiiie in Bezug auf eine bestimmte Bindungsstarke einheitliche von 
Willebrand-Faktor-Praparation bzw. einen Faktor VIII/vWF-Komplex 
zu erhalten - 

Bevorzugterweise werden zur Immunaf f initatschromatographie Anti- 
korper eingesetzt, die gegen den vWF gerichtet sind. Dadurch 
kann das Reinigungsverf ahren, welches im wesentlichen auf die 
Fraktionierung unterschiedlicher vWF-Molekule oder -Einheiten 
abzielt, noch mehr auf die unterschiedliche Natur des von 
Willebrand-Molekuls ausgerichtet werden. 

GemaB einer besonderen Ausf iihrungsf orm des er f indungsgemaBen 
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Verfahrens werden als Antikorper monoklonale Antikorper ver- 
wendet. Diese sind in bezug auf ihre Einhei tlichkeit einem 
polyklonalen Antiserum vorzuziehen . 

Ein bevorzug-ter Elutionspuf f er fur den erf indungsgemaBen Komplex 
bei der Af f init^tschromatographie ist ein Puffer enthaltend ein 
Thiocyanat und/oder ein Ammoniumsalz , vorzugsweise in einer Kon- 
zentration von nicht mehr als 2 M, am meisten bevorzugt im Be- 
reich von 0,05 M bis 1,5 M, Dieser erste Elutionspuf fer kann 
vorzugsweise Ethylenglykol , Glycerin oder ein Polyalkylenglykol 
enthalten. 

Nicht-komplexierter Faktor VIII :C bzw. vWF werden bevorzugter- 
weise mit einem Puffer enthaltend ein chaotropes Agens, ins- 
besondere Thiocyanat, und/oder Ammoniumsalz , und/oder Alkali- 
salze und/oder Ethylenglykol, Glycerin oder ein Polyalkylen- 
glykol eluiert und ebenfalls als homogene PrSparationen gewon- 
nen. Der Puffer weist dabei eine gegeniiber dem ersten Elutions- 
puf fer erh5hte Konzentration bzw. Leitf ^higkeit auf, insbeson- 
dere eine um mehr als 20 %, vorzugsweise mehr als 50 % bis 100 % 
hOhere Konzentration bzw. Leitf ahigkei t , 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung besteht daher 
in einer von Willebrand-Pr^paration, welche eine verringerte 
Bindungs- bzw. Komplexierungskapazitat gegenuber Faktor VIII :C 
aufweist und durch das vorliegende Verfahren gewonnen werden 
kann. 

Der hochgereinigte Komplex, aber auch die erf indungsgemaBen 
nicht-komplexierten Faktor VIII :C- bzw, vWF-Praparationen k^nnen 
gegebenenf alls durch weitere chromatographische Schritte, bevor- 
zugterweise lonenaustauscherchromatographie. Gel filtration, 
hydrophobe Chromatographie , Af f ini tatschromatographie , insbeson- 
dere an immobilisiertem Heparin, oder Metallionenchelatchroma- 
tographie, weiter aufgereinigt und in bekannter und geeigneter 
Weise zu pharmazeutischen aber auch diagnostischen Praparaten 
auf gearbeitet werden . 

Fur die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten ist es in 
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der Regel notwendig, eine Behandlung zur Inaktivierung oder Ab- 
reicherung von Viren, vorzugsweise eine Hitzebehandlung und/oder 
eine physxkalische bzw. chemische Behandlung, vorzusehen. Geeig- 
nete Behandlungsver f ahren sind in der EP-0 159 311, der 
EP-0 519 901 sowie der WO 94/13329 beschrieben. Da der erfin- 
dungsgemaBe Komplex eine hohe Stabilitat aufweist, wird diese 
Virus inaktivierungsbehandlung vorzugsweise am hochgereinigten 
Komplex durchgef uhrt . 

GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des er f indungsgemaBen 
Verfahrens wird das Ausgangsmaterial ausgesucht aus der Gruppe 
bestehend aus Plasma, einer Plasmaf raktion wie beispielsweise 
Kryoprazipitat oder einem Alkoholprazipi tat: , einem Zellkultur- 
uberstand und einem pharmazeutischen Praparat. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele, auf die sie 
jedoch nicht: eingeschrankt sein soil, naher erlaut:ert. 

Beispiel 1: (derzeit: nach Ansicht der Anmelderin der 
beste Weg zur Ausfiihrung der beanspruch-ten Erfindung) 

500 g Kryoprazipitat werden in Losepuffer 1 + 4 bei 30**C gel5st. 
Danach wird die Losung liber ein 0,45 jim-Filter (z.B. Millipore 
Durapore) geklart, Eine mit 0,5 1 anti-vWF-Gel (Fa, IMMUNOTECH, 
Frankreich) gefiillte Saule wird mit ca . 10 Saulenvolumina (= SV) 
Aquipuffer vorbereitet und darauf wird die geklarte Kryoprazipi- 
tatlosung mit 0,5 cm/min aufgetragen. Storende Verunreinigungen 
werden danach mit 5 bis 10 SV Aquipuffer (ev. mit erhohter NaCl- 
Konzentration >250 mM ) bei einer FluBrate von 1 cm/min ausgewa- 
schen. Mit Elutionspuf f er 1 wird dann der Faktor VIIl/vWF-Kom- 
plex in einem ungef ahren Verhaltnis 1 : 1 eluiert. Die Elution 
mit Elutionspuf fer 2 liefert vWF, der fast vollstandig frei von 
Faktor VIII ist* Der zweite Elutionsschr i tt dient gleichzeitig 
zur Reinigung der Saule, sodaB danach sofort wieder aquilibriert 
werden kann . 



Losepuffer : 



7,5 mM Tris 
60 mM NaCl 
100 mM Lysin 
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100 mM Na-Acetat pH 6,8 
25 E/ml Heparin 

Aquipuffer: 10 mM Tris 

100 mM NaCl 
100 mM Lysin 

3,25 mM CaCl pH 6 , 8 



Elutionspuf f er 1: 10 mM Tris 

100 mM Glycin 
250 mM NaCl 
300 mM AMS 
3 mM CaCl 2 

40 % Ethylenglykol pH 6,5 

Elutrionspuf f er 2: 10 mM Tris 

100 mM Glycin 
1,25 M NaCl 
1 , 25 M NaSCN 
3 mM CaCl 2 

40 % Ethylenglykol pH 7,0 

Ergebnisse: 



Probe 


E/ml 


%Ausb 




EJm\ 


%Ausb 




F VIIl :C 


Kollag-B. 




F Vlll:C 


F VIIl:C 


F Vin e 


vWF 


vWF 


vWF 


zu vWF 


bez, vWF 


Ausg. 


11,0 


100,0% 






100.0% 


0.6 


I ; 1,48 


0.7 


F Vni/vWF 


12,7 


50.9% 




14.7 


39. S% 




1 : 1.16 


0,3 


vWF 


0,2 


0,5% 




2^^ 


:w.2% 


236 4 




0.7 



Beispiel 2: 



1 1 fresh frozen Plasma wird bei T >25'C aufgetaut und danach 1 
+ 2 mit Aquipuffer verdunnt: . Die Losung wird durch ein 0,45 imn- 
Filter geklart. Eine mit 50 ml anti-vWF-Gel (Fa. IMMUNOTECH) ge- 
flillte Saule wird mit ca . 5 SV Aquipuffer vorbereitet und darauf 
die geklarte Plasmalosung mit einem FluB von 1 cm/min aufgetra- 
gen . Die unerwunschten Verunreinigungen werden mit 10 bis 20 SV 
Aquipuffer + 250 mM NaCl ausgewaschen . Die erste Elution liefert 
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Fak1:or VIII/vWF-Komplex; die zweite Elution vWF frei von Faktor 
VIII-Aktivi tat . Danach kann die Saule sofort wieder aquilibriert 
werden . 



Aquipuf f er : 



5 g/1 Na-Citrat 
2 E/ml Heparin 



PH 7,0 



Elutionspuf f er 1: 



20 g/1 NaSCN 



5 g/i Na-Citrat 
30 g/1 AMS 

75 g/1 Histidin 
5 g/1 NaCl 
0,4 g/1 CaCl^ 



PH 7,0 



Elutionspuf f er 2 



5 g/1 Na-Citrat 
50 g/1 AMS 
50 g/1 NaSCN 
75 g/1 Histidin 
25 g/1 NaCl 
0,4 g/1 CaCl^ 



PH 7,0 



Ergebni sse : 



Probe 


E/m! 


%Ausb 


E/niii 


E/.nl 


^^-'oAiisb 


E/mg 


F VIII C 


Kollag.B. 




F VHI 


C F VHI C 


F VIII 


vWI" 


vWF 


v'VVF 


zu vWF 


bez. vWF 


Ausg 




100,0% 


0,01 


0,3 


1 00.0% 


0,0! 


I : ! 


1,0 


F VUL/vVVF 




33,.-^% 


42,86 




24,3% 




1 : 0,75 


0,5 


vWF 


0,0 


0,2Vo 






76,0% 


1 12. SO 




0,8 
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Patentansprviche : 

1. Verfahren zur Herstellung einer Praparation enthaltend einen 
hochgereinigten Komplex, bestehend aus den Komponenten Faktor 
VIII ( Faktor VIII :C) und von Willebrand-Faktor (vWF), dadurch 
gekennzeichnet , daB ein Ausgangsmaterial , enthaltend Faktor 
VIII :C und vWF, mittels Immunaf f initatschromatographie gereinigt 
wird, wobei der Komplex aus Faktor VIII :C und vWF sowie der 
nicht-komplexierte Faktor VIII :C bzw. vWF fraktioniert eluiert 
werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB zur 
Immunaf f initatschromatographie Antikorper eingesetzt werden, die 
gegen den vWF gerichtet sind- 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daS als Antikorper monoklonale Antikorper eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Antikorper mit einer hohen Affinitat zu vWF 
eingesetzt werden, welche den vWF auch in einem Medium mit 1 M 
Thiocyanat binden kGnnen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der hochgereinigte Komplex mit einem Puffer, ent- 
haltend ein Thiocyanat und/oder ein Ammoniumsalz , eluiert wird, 
vorzugsweise in einer Konzentration von hochstens 2 M, 
insbesondere im Bereich von 0,05 M - 1,5 M. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der hochgereinigte Komplex mit einem Puffer, ent- 
haltend Ethylenglykol , Glycerin oder ein Polyalkylenglykol , 
eluiert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nicht-komplexierter Faktor VIII :C bzw. vWF mit 
einem Puffer, enthaltend ein chaotropes Agens , insbesondere 
Thiocyanat und/oder Ammoniumsaiz , und/oder Alkalisalze und/oder 
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Glykole, wie Ethylenglykol , Glycerin oder ein Polyalkylenglykol , 
eluiert und gewonnen wird, wobei der Puffer eine gegeniiber dem 
Puffer aus Anspruch 5 oder 6 erhohte Konzentration bzw. Leit- 
f ahigkeit auf weist . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der hochgereinigte Komplex durch weitrere chromato- 
graphische Schritte, vorzugsweise lonenaustauschchromatographie, 
Gelf titration, hydrophobe Chromatographies Af finitatschromato* 
graphie oder Metallionenchelatchromatographie, gereinigt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da6 ein Behandlungschri tt zur Inaktivierung bzw. Ab- 
reicherung von Viren, vorzugsweise einer Hitzebehandlung , vorge- 
sehen wird, welcher vorzugsweise am hochgereinigten Komplex vor- 
genommen wi rd , 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Ausgangsmaterial ein Mitglied aus der Gruppe, 
bestehend aus Plasma, einer Plasmaf raktion, einem Zellkultur- 
iiberstand und einem pharmazeutischen Praparat, verwendet wird. 

11. Praparation, enthaltend einen hochgereinigten Komplex, be- 
stehend aus den Komponenten Faktor VIII ( Faktor VIIIiC) und von 
Willebrand-Faktor (vWF), mit einer spezifischen AktivitSt von 
mindestens 70, vorzugsweise 100 bis 300 E Faktor VIII:C/mg, er- 
haltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

12. Praparation nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB 
der vWF eine Kollagenbindungsaktivi tat im Bereich von 0,2 bis 
0,6, bezogen auf vWF-Antigen { Plasmaeinhei t/Plasmaeinheit ) , auf- 
weist. 

13. Praparation nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie im wesentlichen frei von nicht -komplexiertem vWF 
bzw. Faktor VlllrC ist. 

14. Praparation nach einem der Anspruche II bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB der Komplex in einer gegenuber Plasma urn min- 
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destens 5000-fach, vorzugsweise 7100- bis 21400-fach, ange- 
reicherten Konzentration vorliegt. 

15. Praparation nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch ge 
kennzeichnet , daB sie als pharmazeutische Praparation vorliegt 

16. Praparation, enthaitend hochgereinigten vWF, erh^ltlich 
durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

17. Preparation nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , daB 
der vWF eine Kollagenbindungsaktivi tat von mindestens 0,7 pro 
vWF-Antigen ( Plasmaeinhei t/Plasmaeinhei t ) auf weist . 
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